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Fos 陽性細胞数は未切断と比べて切断 3 日後に大幅に減少したのち増加し、14 日後に対
照と同等にまで回復した。熱刺激の 1 時間 45 分後に神経断端に強い電気刺激を 10 分間
加えて切断神経領域に誘発されるリン酸化 ERK(p-ERK)陽性ニューロン数は神経切断の
影響を受けなかった。c-Fos/p-ERK 二重陽性ニューロンは切断 3 日後に大幅に減少した
















































c-Fos の誘発及び２）切断神経の近位断端の ES による ERK のリン酸化を免疫組織化学
的に可視化した。ラットの潅流固定時に c-Fos と p-ERK の免疫活性がピークに達するよ
う、時間差を設定して刺激を行い、２種の蛍光標識２次抗体により二重染色を行った。	
 
2.	 材料ならびに方法  
2-1. 実験動物  
神経切断手術時に体重 180-200	g の雄性 Sprague-Dawley ラットを用いた。飼育室温
は 20	℃に保ち、日照時間は 12 時間、食事と飲水は自由とした。本研究で行った動物
実験は、「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）、「実験動























水に 10 秒間浸漬し、侵害熱刺激とした。刺激の 2 時間後に左心室より生理食塩液、次
いで 4％パラホルムアルデヒドを含む 0.1	M リン酸緩衝液（PB、pH	7.4）を灌流した。
第 1 から第 5 腰髄（L1-5）を含む脊髄を摘出し、24 時間浸漬固定後、20％ショ糖を含
むリン酸緩衝生理食塩液（PBS、pH	7.4）に 48 時間浸漬した。各髄節の境界は、後根が
進入している部位をみることにより確認し、L1-L5 の吻側尾側の長さを測定した。L1
から L5 までの組織から厚さ 50	μm、1 枚おきの連続凍結切片を作製し、浮遊切片とし
て L1から L5髄節の各々を吻側	-	尾側軸に沿った 4つのブロックに細分した合計 20ブ
ロックのうちの 1 つに割り当てた。L1 から L5 の長さは約 10.0	mm であったため、１つ
のブロックに 4 または 5 枚の連続切片を含んでいた。切片には、c-Fos タンパクの特異
的抗体を用いた peroxidase-anti-peroxidase	(PAP)	法による免疫組織化学染色を行っ
た。内因性ペルオキシダーゼの除去のため、切片を 80％メタノールと 0.3％過酸化水素
水を含む溶液に 1 時間浸漬し、次いで 3％正常ヤギ血清で 1 時間処理した後、ウサギ抗







顕微鏡像を以後 c-Fos 様免疫活性陽性ニューロン、略して Fos 陽性ニューロンと呼ぶ。
分析のため、カメラルシダ描画管を使用して、暗視野照明で脊髄の構造を白紙上にトレ








あるいはシャム切断の 3,7 あるいは 14 日後(各群 5 匹ずつ)に、ペントバルビタールナ
トリウム麻酔下で手術側の後足に侵害熱刺激を加え、次いで神経を再露出し、近位断端
(あるいはシャム切断を行った神経)に電気刺激を加えた。熱および電気刺激の条件は前












た。脛骨神経、総腓骨神経および伏在神経からの興奮伝達によって c-Fos あるいは p-ERK
を誘発されたと考えられるニューロンの大部分は後角第 I,II 層に見られ、その位置は
吻尾的および内外側的に特徴的な偏りを示した（後述）。このため、脛骨神経切断およ
びその対照実験では L4,5 境界から吻尾的 1	mm 以内の切片を各個体から無作為に５枚抽













坐骨神経のシャム ES では、同側の後角 I/II 層に少数の Fos 陽性細胞(境界明瞭な楕
円形を示し、直径 5-8	μm)が観察された。陽性細胞は、吻尾的には L1 から L5 にみら
れ、L4/5 の境界部に集中する傾向がみられたものの、1 切片あたりの陽性細胞数は最大
でも 10 個程度であった(図 2	A,	B;	図 4)。伏在神経のシャム ES では、L2 から L3 を中
心とするI/II層に、やはり最大でも10個程度の陽性細胞がみられたに過ぎない(図2	C,	
D:	図 4)。シャム ES の反対側では、いずれの神経についても陽性細胞はほとんどみら
れないことから、同側の c-Fos は電極設置のための手術の侵襲に対する反応であると考
えられる。一方、ES ではいずれの神経でも対応するシャム ES と比較して極めて多くの
Fos 陽性細胞が観察され、刺激を受けた神経に含まれる C-線維の興奮が 2 次ニューロン
に興奮を伝達した結果であると判断した。 
坐骨神経の ES では同側の後角 I/II 層に Fos 陽性細胞がみられたが、吻側部（L2,	3）
では後角の内側半に限局し、外側半にはほとんど観察されなかった。さらに、内側半の
分布領域内でも陽性細胞は内側部と外側部の 2 箇所に集中し、その中間部には陽性細胞
のみられない空白部分が存在した(図 3	A)。尾側部(L4,	5)では、陽性細胞は I/II 層の
内側 2/3 の領域に連続的に分布し、吻側部でみられたような空白は観察されなかった
(図 3	B)。坐骨神経の ES に反応した陽性細胞は L1-5 の全域にみられたが、L4/5 境界部
に最も多かった(図 4)。一方、伏在神経の ES に反応する Fos 陽性細胞は同側の後角 I/II
層に分布し、L2,	3 に集中した(図 3	C,	D;	図 4)。この領域は坐骨神経の ES に反応す
る Fos 陽性細胞の同レベルでの分布領域（内側半）内の空白部分とほぼ一致した。 
後足の熱刺激では、刺激側の後角 I/II 層に Fos 陽性細胞が観察され(図 4)、吻側（L2,	
3）では I/II 層の内側半に、尾側（L4,	5）では内側 2/3 に分布し、これらの領域内に
空白部分はみられなかった(図 3	E,	F)。分析のため、神経の ES および後足の熱刺激に
よる実験結果を後角の吻尾方向および内外側方向を含む平面上に投影した結果、伏在神
経および坐骨神経に含まれる C-線維あるいは侵害受容 1 次ニューロンからの興奮伝達
を受ける2次ニューロンの空間分布はそれぞれの神経に含まれる1次求心ニューロンの
終末域の分布(Swett	and	Woolf	1985)と類似性の高い局在パターンを示すことがわかっ






I/II 層に多数の Fos 陽性細胞、p-ERK 陽性細胞および二重陽性細胞が誘発された。二重
染色によって標識される c-Fos の免疫反応はニューロンの核内に限局し、濃い赤色の蛍
光として観察された(図 6	A)。一方 p-ERK はニューロンの細胞質にみられ、核周部に広
がる緑色の蛍光として観察された(図 6	B)。二重陽性細胞では緑色の標識の中に濃い赤
色または黄色に標識された核がみられた(図 6	C)。確認のため、一部のラットで熱刺激
または ES を省略して二重染色を行ったところ、二重標識は 1 切片あたり平均 1 個未満
でほとんどみられず、熱刺激に対しては Fos の免疫活性を示す核の赤色蛍光のみ(図 6	
D-F)、ES では p-ERK を示す核周部の緑色蛍光のみが観察された(図 6	G-I)。このことか
ら Fos 陽性細胞は熱刺激に応答したニューロンを、p-ERK 陽性細胞は ES に反応したニ
ューロンを、二重陽性細胞は 2 種類の刺激の両方に応答したニューロンを示すと言える。 
神経切断の有無や手術後の経過日数に関わらず、いずれか一方または両方の抗体によ
って標識される陽性細胞は検索した全ての髄節で、刺激側の後角 I/II 層の内側部にみ
られた(図 7,	8)。この領域は本研究で確認された坐骨神経あるいは伏在神経の ES によ
って c-Fos の誘発を受ける 2 次ニューロンの分布域に含まれ、それら神経を構成する 1
次ニューロンの中枢内終末域(Swett	and	Woolf	1985)にも完全に包含される。一方、後
大腿皮神経の投射領域(Swett	and	Woolf	1985)に相当する後角の最外側部には 1 切片あ




	 伏在神経の切断の効果は伏在神経領域で顕著であり、L1 や L4,5 では大きな影響がみ
られなかった。一切片あたりの Fos 陽性細胞数はシャム切断で 11.9±1.24(n	=	5;	3 日
後に 1 匹、7 日後に 2 匹、14 日後に 2 匹刺激を行ったが切断後の時間経過に関わらず有
意差はなかった)であったものが切断 3	(4.68±0.41,	n	=	6)および 7 日後(9.52±2.22,	




あったものが 3	(1.49±0.50,	n	=	6)および 7 日後(2.29±0.45,	n	=	6)で有意な減少













部において、後角 I/II 層を最内側 1/3（以後、脛骨神経領域と呼ぶ）、最外側 1/4（後
大腿皮神経領域）およびその間に介在する領域（腓骨神経領域）に区分し、それぞれの
領域に分布する標識細胞の数を切片ごとに計数した。 
	 脛骨神経領域において、一切片あたりの Fos 陽性細胞数はシャム切断で 20.6±1.38	
(n	=	5;	3 日後に 1 匹、7 日後に 2 匹、14 日後に 2 匹刺激を行ったが切断後の時間経過
に関わらず有意差はなかった)であったものが切断 3	(5.64±0.91,	n	=	6)および 7 日




±1.07	(n	=	5)であったものが 3	(3.19±0.57,	n	=	6)および 7 日後(5.19±0.78,	n	=	
6)で有意な減少を示し、14 日後には 3 日後と比較して有意に増加して 8.36±1.43	(n	=	
6)となった(図 10)。なお、刺激の種類に関わらず何らかの標識を受けた細胞の総数は
シャム切断で 33.8±4.80	(n	=	5)であった。3	(26.8±3.85,	n	=	6)および 7 日後(25.7
±3.79,	n	=	6)に若干の減少傾向を示したが、14 日後(30.1±1.56,	n	=	6)では 3 およ
び 7 日後に比べ増加傾向を示した。 
腓骨神経領域において、一切片あたりのFos陽性細胞数はシャム切断で13.0±2.32	(n	
=	5)、3	(11.7±2.00,	n	=	6)および 7 日後(12.2±1.91,	n	=	6)、14 日後(13.4±2.49,		





3(17.3±1.90,	n	=	6)および 7 日後(17.3±2.65,	n	=	6)、14 日後(18.4±2.88,	n	=	6)
において有意差はなかった。 
 







新たに ERK のリン酸化を c-Fos と同様のニューロン活動のマーカーとして利用した。
c-Fos の新規合成とは異なり p-ERK は既存の ERK のリン酸化によって生じるため、両者
の免疫活性の発現潜時と持続時間およびニューロンの細胞体内での分布領域は大きく
異なるが、後角においてはいずれも末梢組織からの侵害情報の伝達を反映するものと考















そのうち L2,	3 の分布領域内には Fos 陽性細胞の欠落する空白領域がみられた。伏在神
経の ES では、この空白領域とほぼ一致して、Fos 陽性細胞および p-ERK 陽性細胞が多
数誘発された。また後足全体に侵害性熱刺激を加えた場合、Fos 陽性細胞の分布範囲は
上記ふたつの神経の電気刺激に応答する領域をあわせたものと一致した。従って、今回




神経の領域の同定については、L4,	5 において脛骨神経切断の 3 日後にみられる Fos 陽






	 伏在神経の切断により後足の熱刺激による c-Fos の誘発は有意に抑制された。この
抑制は伏在神経領域を含む L2,	3 に見られたが、同領域を含まない L4,	5 では変化は見
られなかった。L2,	3 での Fos 陽性細胞数の減少は切断 3 日後に著しく、以後回復傾向
がみられ、14 日後にはシャム切断と同様の水準まで回復した。後足は伏在神経と坐骨
神経の二者のみによって支配されているため、切断によって後足からの侵害情報の伝達
は坐骨神経を介するもののみに制限されている。したがって切断 3 日後の Fos 陽性細胞
数は坐骨神経からの侵害情報入力による c-Fos 誘発の基準値であると推定されるが、14
日後までに起こった Fos 陽性細胞数の回復は、切断神経は軸索の再生を防ぐために結紮
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激(E,F)後の L3(A,C,E)と L5(B,D,F)の後角における Fos 陽性細胞を示す。坐骨
神経の ES は吻側および尾側の両方で Fos 陽性細胞が観察された、一方、伏在神
経の ES は吻側のみで Fos 陽性細胞が観察された。後足の侵害熱刺激においても







経の ES では L1 から L5 に観察され、L4 の尾側と L5 の吻側部分に集中した。伏
在神経の電気刺激では L1 から L5 に観察され、L2 から L3 部分に集中した。侵害
熱刺激でも L1 から L5 に観察された、それぞれの吻側尾側における陽性細胞の











 c-Fos 陽性像、p−ERK 陽性像、二重陽性細胞の例。シャム手術群における伏在
神経の電気刺激と後足の侵害熱刺激後の L3 後角を示す。c-Fos 陽性像(A;赤)、
p-ERK 陽性像(B;緑)、それらを重ね合わせたもの(C)。矢じりは c-Fos 陽性像、
矢印は p-ERK 陽性像、二重矢じりは二重陽性細胞を示す。D,E,F は後足への侵害




 伏在神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および伏
在神経への ES を行い、L3 後角における c-Fos 陽性像（赤色）および p-ERK 陽性
像（緑色）を重ね合わせた画像。	各群一匹の動物からの代表的データを示す。
矢じりは後角における二重陽性細胞を示している。c-Fos 陽性細胞および二重陽






 伏在神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および伏
在神経への ES を行い、L5 後角における c-Fos 陽性像（赤色）および p-ERK 陽性
像（緑色）を重ね合わせた画像。	各群一匹の動物からの代表的データを示す。






	 伏在神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および伏
在神経への電気刺激を行い、各吻側—尾側レベルで後角Ⅰ/Ⅱ層における c-Fos
陽性細胞（上）、p-ERK 陽性細胞（中央）および二重標識細胞（下）の 1切片当
たりの数を示す。c-Fos 陽性細胞では、L2,3 において損傷 3日後に減少し、二
重陽性細胞では損傷 3,7 日後に減少した。損傷 14 日後に c-Fos 陽性細胞および
二重陽性細胞は増加した。各バーは、個々の実験の平均値±SEM 値を表す。	




 脛骨神経損傷およびシャム手術の 3,7,14 日後、後足への侵害熱刺激および脛
骨神経への電気刺激を行い、後角Ⅰ/Ⅱ層の脛骨神経領域（左の列）と総腓骨神
経領域（右の列）における c-Fos 陽性細胞（上）、p-ERK 陽性細胞（中央）およ
び二重標識細胞（下）の 1切片当たりの数を示す。c-Fos 陽性細胞および二重陽
性細胞は、損傷 3,7 日後に減少した。しかし、損傷 14 日後に c-Fos 陽性細胞お
よび二重陽性細胞は増加した。各バーは、個々の実験の平均値±SEM 値を表す。
各バーでの＊は、シャム手術群からの有意差を示す。***p	＜	0.001、	＃＃p	＜	
0.01	(3 日後 vs14 日後)	
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